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An active protein searching for an immunostimulant from sponges and its microsymbionts 
has been done for the first year out of four year planning. Sponge sampling was done in 
Spermonde archipel waters followed by laboratory works such as species and microsymbiont  
taxonomy, protein isolation and identification. Species found is Plakina monolopha complex 
and the content of  total crude protein extract was 6120 mg in sponge and 6240 mg in its 
microsymbiont. Also, after fractionation with various ammonium sulphate saturated 
concentrations, total protein was 738.8 mg in sponge and 1086.37 in its microsymbiont. It can 
be concluded that high protein amount in both forms is promising for the existence of a 
protein having an immunostimulant property. 
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ABSTRAK 
Langkah awal pencarian protein aktif dari spons untuk penggunaan sebagai imunostimulan 
telah dilakukan. Pertama dilakukan sampling di perairan kepulauan Spermonde dan 
eksperimen laboratorium seperti identifikasi spesies, isolasi dan identifikasi protein. Jenis 
spons yang teridentifikasi adalah Xestospongia sp., Melophlus sarassinorum sp., dan Plakina 
monolopha complex. Analisis lebih lanjut dipilih spesis Plakina monolopha complex dengan 
hasil : protein total ekstrak kasar adalah 6120 mg dalam spons dan 6240 mg dalam bakteri 
simbion. Disamping itu, total protein yang terdistribusi dalam berbagai variasi tingkat 
kejenuhan amonium sulfat adalah 738,84 untuk spons dan 1086,37 dalam bakteri simbionnya. 
Dapat disimpulkan bahwa ketersediaan protein yang tinggi dalam spons dan bakteri 
simbionnya cukup menjanjikan keberadaan protein yang bersifat imunostimulan.   
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Jumlah penderita TB di Indonesia adalah 
terbesar ketiga di dunia. Upaya pengobatan 
telah banyak dilakukan, tetapi kurang 
efektif karena meningkatnya resistensi 
akibat penggunaan antibiotik yang tidak 
rasional. Untuk itu perlu dbuat terobosan 
baru sebagai pelengkap yaitu pemanfaatan 
bahan penguat sistem kekebalan tubuh 
bagi penderita TBC.  Bahan tersebut 
adalah imunostimulan atau protein aktif 
yang mempunyai kemampuan mencegah 
penyakit infeksi TBC, bersinergi dengan 
antibiotik utama, dan memulihkan  
kesehatan penderita. Dengan demikian, 
usaha pemulihan penderita dapat 
berlangsung lebih cepat.  
Imunostimulan dapat ditemukan pada 
spons karena  merupakan salah satu 
komponen ekosistem terumbu karang yang 
sangat potensial sebagai sumber bahan 
aktif. Hal ini dapat terjadi karena 
biosintesis senyawa aktif spons sangat 
dipengaruhi oleh perubahan bioekologinya 
sebagai respon pertahanan sistem 
metabolisme sel dari gangguan organisme 
lain disekitarnya. Dari 15.000 jenis spons 
di berbagai perairan dunia baru  sekitar 
7.000 spons yang telah dilaporkan. Sejauh 
ini, beragam penelitian spons yang telah 
dipublikasikan menunjukkan perolehan 
senyawa  yang memiliki aktivitas biologik 
yang tinggi sebagai anti kanker, anti HIV, 
anti jamur, dan anti bakteri. 
Beberapa senyawa yang dihasilkan dari 
spons khususnya yang berada di perairan 
Indonesia antara lain adalah senyawa 
seskuiterpenoid  tipe bis-abolen, (+)-
curcuphenol (1) dan (+)-curcudiol (2) yang 
dihasilkan dari Axynissa sp memiliki 
aktivitas menghambat sintesa  protein 
kinase pada pengujian antikanker secara in 
vitro (Triana, H, dkk., 2008). Senyawa 
Barrangamida suatu polipeptida siklik baru 
adalah senyawa aktif yang dihasilkan oleh 
spons Theonella swinhoei asal perairan 
Spermonde Sulawesi Selatan (Michael C. 
Roy et.al, 2000). Aktivitas sitotoksik 
terhadap kanker serviks dari spons Aaptos 
suberitoides asal pantai Situbondo telah 
dilaporkan oleh Awik Puji D.N dkk 
(2006).  
Spons merupakan penampung mikroba 
laut dan mencapai 60% dari total biomassa 
spons. Mikroba simbion ini menghasilkan 
senyawa aktif sebagai respon terhadap 
kondisi ekstrim lingkungannya melalui 
mekanisme pertahanan tubuhnya. Spons 
dapat berasosiasi dengan  sejumlah  besar 
mikroorganisme berbeda seperti  
cyanobacteria (Vacelet 1971), bakteri 
heterotrofik  (Hentschel  et al. 2001), dan 
alga uniseluler (Wilkinson 1992). 
Spons  laut  memiliki sumber  yang  kaya  
akan mikroorganisme baru dengan potensi 
aktivitas farmakologi (Hentschel et al. 
2001). Interaksi antara spons dan bakteri 
terjadi dalam bentuk simbiosis 
komensalisme  yang menghasilkan 
senyawa bioaktif (Proksch et al. 2002). 
Metabolit mikroba yang  berasosiasi  
dengan invertebrata laut memiliki 
kemiripan struktur dengan metabolit yang 
dihasilkan oleh inangnya (Proksch et al., 
2002; Thiel and Imhoff, 2003; Radjasa et 
al., 2007). Beberapa aktivitas yang 
ditunjukkan oleh mikroba berasosiasi 
spons antara lain Microascus strain K 14 
dan Monochaetia strain 193A20 yang 
berasosiasi dengan spons menunjukkan 
aktivitas antimikroba (Holler, 1999). 
Penicillium brocae berasosiasi spons 
zyzzya sp. menunjukkan aktivitas 
antimikroba terhadap bakteri 
Staphylococcus aureus resisten 
methicillin. Aktivitas sitotoksik 
ditunjukkan oleh fungi Gymnascela 
dankaliensis berasosiasi dengan spons 
Halichondria japonica (Bugni and Ireland, 
2004). 
Penelitian imunostimulan dari beberapa 
biota laut seperti alga laut telah banyak 
dilaporkan. Aplikasi ekstrak rumput laut 
sebagai agen imunostimulan sistem 
pertahanan non spesifik pada udang 
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(Litopennaeus vannamei) telah dilaporkan 
oleh Ali Ridlo dan Rini Pramesti (2009). 
Kendati sejauh ini, belum ada laporan 
tentang aktivitas imunostimulan dari 
metabolit protein pada spons dan mikroba 
simbionnya, namun kuat dugaan bahwa 
protein aktif seperti itu juga bisa dijumpai 
dalam spons. Hal inilah yang mendorong 
dilakukannya pencarian senyawa protein 
dari spons dan mikroba simbionnya yang 
berpotensi sebagai agen imunostimulan 
yaitu bahan penguat sistem kekebalan 
tubuh yang sangat penting dalam usaha 
pencegahan penyakit infeksi seperti TBC. 
Penelitian yang akan dilakukan adalah 
mencari protein aktif imunostimulan dari 
spons dan mikroba spons yang berasal dari 
kepulauan Spermonde Sulawesi Selatan.  
Dalam jangka menengah penelitian ini 
bertujuan  memanfaatkan spons dan 
mikrosimbionnya untuk menghasilkan 
produk protein yang dapat memperkuat 
daya tahan tubuh dari penyakit yang 
disebabkan oleh bakteri Mycobacterium 
tuberculosis. Hasil tahun pertama 
penelitian ini adalah menentukan peta 
kandungan protein dalam spons dan 
mikrosimbionnya dari spesis Plakina 
monolopha complex. Untuk tahap 
selanjutnya berbagai uji akan dilakukan 





Kegiatan penelitian terdiri beberapa tahap 
yaitu penyiapan alat dan bahan, sampling, 
uji pendahuluan protein spons, identifikasi 
spons dan mikroba simbion, produksi dan 
karakterisasi protein spons dan 
mikrosimbionnya. 
Alat dan bahan  
Alat utama yang digunakan adalah 
spektrofotometer IR dan UV-VIS, DNA 
sqeuncer, protein sqencer, HPLC, alat 
alektroforesis SDS-PAGE, inkubator, 
autoklaf, blender, pH-meter, lemari 
pendingin, ultrasentrifuse dingin, penangas 
air, pengaduk magnetik, cawan petri, dan 
alat-alat gelas yang umum digunakan di 
laboratorium biokimia dan mikrobiologi. 
Bahan penting yang dipakai adalah spons 
dari perairan Spermonde, biakan murni 
bakteri Mycobacterium tuberculosis dan 
dari laboratorium klinik, akuades, medium 
LG, Trisol Kit, buffer A (Tria-HCl 0,1 M 
pH 8,3, NaCl 2 M, CaCl2 0,01M β-
merkaptoetanol 1% Triton X-100 0,5 %), 
buffer B (tris-HCl 0,1 M pH8,3, NaCl 0,2 
M, CaCl2 0,01 M), buffer C (Tris-HCl 
0,01 M pH 8,3, NaCl 0,2 M, CaCl2 0,01 
M), BSA (Bovine Serum Albumin) 4 
mg/mL,ampisilin 30 ppm, kapas, dan 
alumunium foil, dan bahan-bahan habis 
lain yang diperlukan selama percobaan 
berlangsung. 
Waktu dan tempat penelitian 
Penelitian dilaksanakan selama 10 bulan di 
laboratorium kimia radiasi dan 
laboratorium biokimia, laboratorium 
mikrobiologi farmasi, dan laboratorium 
NECHRI UNHAS. Pengambilan sampel 
spons dilakukan di perairan pulau 
Kapoposang Sulawesi Selatan. 
Penyiapan sampel 
Sampel spons diambil dari terumbu karang 
di perairan Spermonde Sulawesi Selatan. 
Sampel dicuci dan dibersihkan dari 
kotoran, lalu dimasukkan dalam kantong 
plastik steril yang berisi air laut steril. 
Untuk ekstraksi protein dari mikrosimbion 
spons, digunakan spons segar sedangkan 
untuk ekstraksi protein dari spons 
digunakan sampel yang telah 
dikeringanginkan. Taksonomi spons 
dilakukan di laboratorium biologi laut. 
Pada saat pengambilan sampel, dilakukan 
pengukuran pH, salinitas dan temperatur 
air laut.  
Ekstraksi dan identifikasi protein bioaktif 
spons dalam buffer A (Tris-HCl 0,1 M pH 
8,3, NaCl 2 M, CaCl2 0,01 M,β-
merkaptoetanol 1%, Trition X-100 0,5 %). 
Pengujian bioaktivitas anti bakteri protein 
bioaktif spons dalam buffer A (Tris-HCl 
0,1 M pH 8,3, NaCl 2 M, CaCl2 0,01 M, 
β-Merkaptoetanol 1%, Triton X-100 0,5 
%). 
Karakterisasi Protein Aktif…                                                                       Volume 14 No. 1 
42 
 
Kultur dan Isolasi Bakteri Simbion  
spons 
Sampel spons yang telah dibersihkan 
dipotong-potong kecil dengan scalpel 
steril, kemudian direndam dalam air dan 
dikocok-kocok agar mikroba yang ada 
dalam tubuh spons dapat tersuspensi. 
Selanjutnya suspensi bakteri diencerkan 
dengan pengenceran hingga 10
5
 dengan 
medium MacConkey’s Agar (MAC), 
Vibrio Agar (VA), Nutrient Agar (NA) 
dan Eosin Methylen Blue (EMB) dengan 
cara memipet 100 µL biakan dan 
menyebarkannya dalam cawan Petri yang 
masing-masing berisi médium tersebut. 
Biakan diratakan dengan spreader 
kemudian diinkubasi pada temperatur 28
o
C 
selama 24 jam. Koloni bakteri yang 
terbentuk dikumpulkan berdasarkan warna, 
bentuk dan tepian koloni yang sama. 
Selanjutnya dilakukan pemurnian dengan 
salah satu médium yang paling besar 
potensinya menghasilkan biakan bakteri 
lebih banyak.  
 
Ekstraksi dan isolasi protein bioaktif 
spons dan mikroba simbionnya 
Ektraksi dan isolasi protein bioaktif spons 
dan mikroba simbionnya menggunakan 
prosedur dari metode sebelumnya 
(Schroder et al., 2003; Ely et al., 2004 
yang dimodifikasi) sebagai berikut. Untuk 
protein dari spons, sampel  dipotong-
potong kecil lalu ditimbang sebanyak 500 
g berat segar, dan untuk isolasi protein dari 
mikroba simbion spons dengan 
menggunakan kultur fermentasi, dengan 
perlakuan yang sama. Cairan sampel  
dihomogenisasi dengan blender 
menggunakan pelarut buffer A (tris- HCl 
0,1 M pH 8,3, NaCl 2 M, CaCl2 0,01 M,β-
merkaptoetanol 1% Triton X-100 0,5 % 
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pasir halus) disaring dengan corong 
Buchner, kemudian filtrate yang diperoleh 
dibekucairkan 2-3 kali lalu disentrifugasi 
pada 12.000 rpm 4
0
C, selama 30 menit 
selanjutnya supernatannya dengan metode 
fraksinasi amonium sulfat pada tingkat 
kejenuhan 0-20%, 20-40%, 40-60% dan 
60-80% dan dilanjutkan dengan dialisis 
lalu preparat fraksi protein disimpan pada 
suhu  4
0
C sebelum analisis selanjutnya. 
Penentuan konsentrasi protein bioaktif 
spons dan mikroba simbionnya 
Untuk menghitung kadar dari protein 
bioaktif dalam buffer A (Tris-HCl 0,1 M 
pH 8,3, NaCl 2 M, CaCl2 0,01 M, β-
merkaptoetanol 1 % Triton X-100 0,5 %) 
ditentukan berdasarkan metode Lowry 
(Colowick dan Kaplan, 1957) 
menggunakan bovine serum albumin 
(BSA) sebagai larutan protein standar. 
Uji Antituberkulosa secara in vitro 
Biakan bakteri (M. tuberculosa) yang 
digunakan sebagai bioindikator 
diremajakan pada media TSA dalam 
tabung miring selama 2 x 24 jam pada 
suhu 25
o
 C. Koloni yang tumbuh dalam 
agar miring diambil satu ose, 
dihomogenkan dengan larutan salin 9 ml, 
dan diinkubasi pada cawan petri 10 cm 
yang mengandung medium LG. Uji anti-
bakteri dilakukan dengan metode difusi 
agar (Ely et al., 2004) menggunakan kertas 
Whatman No.1 steril berdiameter 10 cm 
yang diletakkan di atas permukaan 
medium MH. Selanjutnya teteskan antara 
kisaran 250 µl protein bioaktif dalam 
buffer Tris-HCl 0,1 M pH 8,3, lalu 
diinkubasi selama 2 x 24 jam pada suhu 25 
C. Pengujian aktivitas protein bioaktif  
spons dilakukan dengan mengukur zona 
hambatan pada biakan bakteri 
menggunakan mistar geser yang 
dinyatakan dalam satuan mm. 
 
Karakterisasi bakteri yang bersimbiosis 
dengan Spons 
1) Uji Morfologi Bakteri 
Pengujian morfologi bakteri dimaksudkan 
untuk menentukan klasifikasi genus 
bakteri. Pengujian dilakukan dengan 
metode pewarnaan gram terhadap bakteri 
yang bersifat sitotoksik dengan cara 
goresan bakteri dioleskan pada kaca slide 
dan ditambahkan 1 tetes kristal violet 
selama 1 menit kemudian dicuci dengan 
air mengalir. Selanjutnya bakteri 
ditambahkan dengan 1 tetes Gram’s iodine 
mordant (Merck) selama 1 menit, 
kemudian dicuci lagi dengan air mengalir. 
Kemudian ditambahkan lagi dengan etil 
alcohol 95% sampai kristal violet tidak 
larut lagi dan dicuci dengan air  mengalir 
kembali. Akhirnya bakteri ditambahkan 
safranin selama 45 detik dan dicuci dengan 
air mengalir, kemudian dikeringkan dan 
diperiksa dengan mikroskop. Bakteri gram 
positif menunjukkan hasil positif jika sel-
sel tampak biru gelap atau ungu, 
sedangkan bakteri gram negatif akan 
menunjukkan sel-sel merah muda 
(Hadioetomo, 1985). Selain itu, pada uji 
pewarnaan juga ditentukan tipe morfologi 
bakteri (kokus, basilus, vibrio dan atau 
sprilium). 
2) Uji Biokimia  
Pengujian biokimia dilakukan untuk 
menentukan spesies dari isolat bakteri dari 
sampel spons. Uji biokimia yang akan 
dilakukan meliputi tes fermentasi 
karbohidrat, tes pembentukan indol, tes 
produksi H2S, tes penggunaan sitrat, tes 
urease, tes dekarboksilase, dan tes ONPG. 
Substrat yang digunakan untuk tes 
fermentasi karbohidrat adalah glukosa, 
laktosa, manitol, maltosa dan sakarosa.  
 
Pengujian Aktivitas Imunostimulan 
Protein 
Pengujian imunomodulator dilakukan 
dengan metode peningkatan aktivitas dan 
kapasitas bakteri terfagosit dari makrofag 
peritoneum mencit. Antigen yang 
digunakan adalah M. tuberkulosa yang 
merupakan bakteri gram positif sehingga 
dapat mengikat warna giemsa, juga mudah 
diamati di bawah mikroskop karena 
memiliki bentuk sel yang bulat. Bakteri ini 
digunakan sebagai parameter untuk 
mengetahui tingkat efektivitas ekstrak 
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dalam meningkatkan sistem kekebalan 
tubuh. 
Fraksi yang akan diuji dilarutkan dalam air 
dengan konsentrasi 0,1., 1., 10., 100., dan 
1000 ppm. Variasi konsentrasi juga 
dilakukan pada kontrol yang menggunakan 
ekstrak Phyllanthus niruri sebagai 
bioimunostimulan yang telah 
terstandarisasi.  
Melalui pengujian ini, akan diketahui 
bagaimana efektivitas masing-masing 
ekstrak protein yang aktif sebagai 
imunostimulan dalam mencegah maupun 
menanggulangi infeksi yang disebabkan 
oleh M. tuberkulosa.  
Adanya efek imunostimulan akan 
meningkatkan efisiensi obat, dan interaksi 
antara mikroba dan sel fagositik akan 
terjadi saat makrofag telah diinfeksi 
dengan bakteri dan ditambahkan protein 
spons dan protein mimkroba simbionnya 
serta kontrol positif. 
Kegiatan pada tahun berikutnya meliputi 
uji aktivitas imunostimulan secara in vivo, 
pemurnian protein dari spons dan mikroba 
simbionnya, ekspresi protein aktif dalam 
sel bakteri dan produksi protein 
rekombinan untuk keperluan industri. 
Pemurnian, kloning dan ekspresi protein 
bioaktif recombinant dalam sel bakteri. 
Dialisis protein bioaktif dari spons 
Fraksi protein hasil fraksionasi ammonium 
sulfat pada tingkat kejenuhan 0-20%, 20-
40%, 40-60%, dan 60-80%, selanjutnya 
dengan metode dialysis menggunakan 
kantong selaphon (sigma). 
Pemurnian protein bioaktif dan penentuan 
urutan asam aminonya 
Pemurnian protein bioaktif dilakukan 
dengan menggunakan tiga tahap 
kromatografi yaitu, kromatografi kolom 
CM-selulosa, kromatografi kolom 
sephadex G-75, dan RP- HPLC pada 
kolom C8. Untuk keperluan sequencing 
asam aminonya yaitu dengan memotong 
pita protein dari gel elektroforesis lalu 
protein dielusi dari gel menggunakan alat 
protein elutor (biorad). Protein yang 
terelusi kemudian didialisis menggunakan 
buffer C dan dilanjutkan menggunakan air 
suling selama 24 jam.  
Penentuan urutan asam amino (amino acid 
sequencing) dilakukan menggunakan 
metode Hellaman et al., (1995) 
menggunakan lat protein sequencer 
(Applied biosystem, model 473A). Sampel 
protein direduksi menggunakan 50 mM 
DDT selama 3 jam dalam larutan buffer 
100 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1mM EDTA, 
dan 6 M guanidine-HCl, kemudian di 
pyridylethylasi dengan 1µL 4 –
Vynilpyridine selama 2 jam. Protein hasil 
pyridylethylasi ini lalu dipotong (digest) 
dengan enzim lysyl-endopeptidase dalam 
100 µl buffer Tris-HCl 50 mM pH 8,3. 
Senyawa peptide yang diperoleh 
dipisahkan dengan HPLC Smart System ( 
Amersham Pharmacia Biotech), kemudian 
urutan asam amino setiap fragmen peptida 
di tentukan meggunakan Automated 
Edman Degradation dengan alat protein 
sequencer (model 474A; Applied 
Biosystem).  
1.3 Analisis kemurnian protein bioaktif 
Protein bioaktif yang diperoleh dalam 
ekstrak buffer Tris-HCl 0,1 M pH 8,3 dan 
hasil pemurnian dengan fraksionasi 
ammonium sulfat serta kromatografi 
HPLC fase terbalik, di uji kemurniannya 
dengan elektroforesis gel 10-15% SDS-
PAGE (Sambrook, et al., 1989).  
Isolasi RNA, kloning DNA dan ekspresi 
protein bioaktif recombinant 
Isolasi RNA dari spons spesies yang 
memiliki bioaktivitas yang paling tinggi 
dilakukan menggunakan metode 
guanidium thyocyanate (Ahmad, 2005). 
Total RNA yang diperoleh dilarutkan 
dalam air suling steril dan diekstraksi 
dengan fenol, di endapkan dengan etanol, 
dan akhirnya dilarutkan kembali dengan 
air sulin g steril. Isolasi mRNA (RNA 
polya+) dilakukan menggunakan kolom 
kromatografi oligodT (Takara). Untuk 
memperoleh cDNA yang menyandi protein 
bioaktif dilakukan amplifikasi dengan 
metode RT-PCR menggunakan sepasang 
primer yang dirancang dri urutan asam 
amino dari eksperiment sebelumnya. 
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Sampel cDNA yang diperoleh dari hasil 
RT-PCR, kemudian diklon kedalam vector 
ekspresi pGEEX-2TK (promega), lalu  
vector ekspresi pGEEX-2TK yang 
mengandung gen yang menyandi protein 
bioaktif (vector rekombinan) 
ditransformasikan dalam bakteri E.coli 
yang kompoten (yang mudah diinfeksi 
oleh vector rekombinan), selanjutnya 
diproduksi protein bioaktif rekombinan 
dalam bakteri E.coli BL-21 (Ahmad, et al., 
1999; Pharmcia). Untuk membandingkan 
protein bioaktif  rekombinan yang 
diperoleh dengan protein bioaktif alamiah 
(natural) di uji bioaktifitasnya terhadap 
bakteri Mycobacterium tuberculosa sperti 





Setelah sampling, jenis spons yang dipilih  
dalam penelitian ini adalah spesis Plakina 
monolopha complex. Gambar-2 berikut ini 
menunjukkan spesis dimaksud. 
 
Untuk analisis protein standar digunakan 
serum bovine albumin. Dari kurva serapan 
pada tabel-2  (absorpsi vs panjang 
gelombang) dapat ditunjukkan bahwa 
panjang gelombang maksimum adalah 660 
nm. 
Dari kurva serapan (absorpsi vs 
konsentrasi) diperoleh persamaan regresi  
untuk protein standar , y = 3,7557x + 
0,0573 dengan koefisien korelasi R² = 








Dari persamaan  regresi dapat ditentukan 
konsentrasi protein hasil pemisahan. 




Tabel-3 dibawah ini menunjukkan 
konsentrasi protein spons 
Dari tabel-3  diatas terlihat jelas bahwa 
konsentrasi terbesar ditemukan pada 
tingkat kejenuhan 0-20 % amonium sulfat 
yaitu 18,8 %. 
 
Kemudian hasil analisis ekstrak protein 




Maka dengan mengembalikan volum tiap 
fraksi dapatlah dihitung total protein spons 





Secara keseluruhan dapat dikatakan bahwa 
hasil penelitian ini ‘on the right track’ 
artinya kita dapat mengharapkan protein 
yang telah diisolasi dapat menjadi 
imunostimulan baik yang ada dalam spons 
sendiri maupun bakteri simbionnya. 
Kendala utama saat ini adalah waktu yang 
kurang. Dibandingkan dengan waktu 10 
bulan yang direncanakan, bekerja saat ini 
dengan tenggat  waktu 4-5 bulan agak sulit 
untuk mencapai target yang direncanakan. 
Namun demikian, penting untuk 




Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
protein telah diisolasi dan difraksinasi 
dengan berhasil.  
 
1. Hasil identifikasi contoh spons 
menunjukkan bahwa jenis spons  adalah 
Plakina monolopha complex. Semula 
direncanakan menganalisis 3 spesis yaitu, 
selain plakina, adalah xestospongia dan 
melophus sarassinorum namun 
keterbatasan waktu, tenaga dan biaya maka 
diputuskan untuk melanjutkan analisis satu 
spesis saja. Dengan catatan dua spesis lain 
tersebut akan digunakan jika kesempatan 
memungkinkan. 
2. Dalam analisis protein, yang menjadi 
fokus penelitian ini, terlebih dahulu 
dilakukan standarisasi analisis protein 
yang menggunakan serum bovine albumin 
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yang kemudian menjadi acuan utama 
untuk penetapan konsentrasi protein 
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